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(57) Abstract 
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(57) Abrege* 

L'invention concerne Tutilisation de moyens de blocage d'au moins un inhibiteur du cycle cellulaire pendant une duree n'excddant 
pas 72 h, et n'excedant pas de preference 36 h. et notamment inferieure a environ 20 h, et de preference d'environ 1 a 15 h, et de preference 
d'environ 1 a 10 h, dans une culture de cellules souches, afin de lib6rer les cellules souches de leur etat de repos. 
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PROCEDE DE TRANSFERT DE GENE DANS DES CELLULES 
ACTIVEES A PARTIR DUN ETAT DE REPOS. 



L* invention a pour objet un procedS de transfert de gene dans des cellules 
activees a partir d'un etat de repos, notamment des cellules souches 
hematopoietiques, et les cellules ainsi obtenues. 

Le progres dans V identification et le clonage de genes responsables de 
maladies genetiques humaines, a conduit a un effort important pour 
Tamdlioration de la technologie de transfert de gene (Anderson, W.F. (1992) 
Science, 256: 808-813; Miller, A.D. (1992) Nature, 357: 455-460; Morgan, 
R.A., & Anderson, W.F. (1993) Annu. Rev. Biochem., 62: 191-217; Karlsson, 
S. (1991) Blood, 78: 2481-2492). Par exemple, differents vecteurs viraux ont 
ete utilises pour les cellules souches hematopoietiques, chacune presentant leur 
propre avantage (Anderson, W.F. (1992), susmentionne). L 1 insertion de vecteur 
retroviral dans le genome hote assure sa replication dans la cellule hdte. Cette 
insertion necessite un etat proliftratif actif (Anderson, W.F. (1992), 
susmentionne; Varmus, H.E., Padgett, T., Heasley, S., Simon, G., & Bishop, 
J.M. (1977), Cell., 11: 307-319; Nolta, J.A., & Kohn, D.B. (1990) Hum. Gene 
ther., 1: 257-268; Miller, D.G., Adam, M.A., & Miller, A.D, (1990) Mol. 
Cell. Biol., 10: 4239-4242) qui n'existe pas dans le compartiment de la cellule 
souche hematopoietique qui est a l'etat de repos (Lajtha, L.G., & Schofield, R. 
(1974) Differenciation, 2: 313-320), ou dans d'autres types de cellules souches 
et des cellules somatiques telles que les cellules hepatiques. En utilisant des 
oligonucleotides antisens contre le(s) gene(s) inhibiteur(s), en particulier TGF-P- 
1, on a montre que les progeniteurs de la moelle osseuse humaine precoces 
peuvent etre relaches de leur etat de repos par blocage d'une TGF-P autocrine 
(Hatzfeld, J., Li, M.-L., Brown, E.L., Sookdeo, H., Levesque, J.-P., OToole, 
T., Gurney, C, Clark, S.C., & Hatzfeld, A. (1991), J. Exp. Med., 174: 925- 
929). 

Par ailleurs, s'agissant de greffes de tissu hematopoietique, dans le passe, 
la capacite a greffer des dchantillons de moelle osseuse a ete analysee par 
1' estimation du contenu en cellules CFU-GM (colony-forming unit - 
granulocyte/macrophage: progeniteur granulo-monocytaire). Cependant, ces 
cellules qui vraisemblablement jouent un role important dans la generation 
cellulaire pendant une courte p^riode suivant la transplantation d un greffon, 
peuvent ne pas refleter le contenu en cellules plus primitives, et notamment en 
cellules souches hematopoietiques qui sont importantes dans Thematopoiese a 
long terme. Les cellules souches impliquees dans des greffes a long terme 
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represented une petite sous population de cellules pouvant avoir eventuellement 
le phenotype CD34+CD38- (compartiment de la cellule souche 
hematopoietique: cellules riches en antigene membranaire CD34 et pauvres en 
antigene membranaire de maturation CD38). 

Recemment, du sang de cordon ombilical humain s'est revele etresuffisant 
pour reconstituer l'hematopoiese, apres la transplantation chez des enfants 
(Gluckman, E., Broxmeyer, H E., Auerbach, A.D., Friedman, H.S., Douglas, 
G.W., Devergie, A., Esperou, H., Thierry, D., Socie, G., Lehn, P., Cooper, 
S., English, D., Kurtzberg, J., Bard, J., & Boyse, E.A. (1989) N. Eng. J. 
Med., 3: 1174-1178; Broxmeyer, H.E., Douglas, G.W., Hangoe, G., Cooper, 
S., Bard, J., English, D., Amy, M., Thomas, L., & Boyse, E.A. (1989) Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 86: 3828-3832; Broxmeyer, H.E., Hangoe, G., & 
Cooper, S. (1992) Bone Marrow Transplant., 9: 7-10). In vitro, les donnees de 
differents laboratoires (Broxmeyer, H.E., Hangoe, G., Cooper, S., Ribeiro, 
R.C., Graves, V., Yoder, M., Wagner, J., Vadhan-Raj, S., Benninger, L., 
Rubinstein, P., & Broun, E.R. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4109- 
4113; Lu, L., Xiao, M., Shen, R.-N., Grisby, S., & Broxmeyer, H.E. (1993) 
Blood, 81: 4M8; Hows, J.M., Bradley, B.A., Marsh, J.C.W., Luft, T., 
Coutinho, L., Testa, N.G., & Dexter, T.M. (1992) Lancet, 340: 73-76; 
Cardoso, A.A., Li, M.L., Batard, P., Hatzfeld, A., Brown, E.L., Levesque, 
J.-P., Sookdeo, H., Panterne, B., Sansilvestri, P., Clark, S.C., & Hatzfeld, J, 
(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 8707-8711) suggerent que le sang de 
cordon ombilical a une capacite superieure pour generer les progeniteurs en 
culture, a celle de la moelle osseuse, et par consequent, que le sang de cordon 
ombilical pourrait etre suffisant pour effectuer des greffes de tissus 
hematopoietiques sur des receveurs adultes. 

Cependant, a ce jour, un transfert de gene rapide dans l'ensemble (totalite) 
du compartiment de la cellule souche hematopoietique ou de toute autre cellule 
souche ou somatique au repos, (cet etat de repos etant egalement designe par 
"quiescence" ou comme correspondant a la phase Go), n'etait pas obtenu de 
facon satisfaisante. 

Le transfert de gene dans des cellules activees a partir d'un etat de repos, 
notamment des cellules souches hdmatopoietiques activees a partir d'un etat de 
repos, est I'un des aspects de 1* invention. 

L' invention a egalement pour objet des cellules a l'etat de repos, 
notamment des cellules souches hematopoietiques a l'etat de repos, contenant un 
gene heterologue. 
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L' invention a egalement pour objet du tissu hematopoietique contenant un 
gene h&erologue susceptible de constituer des greffons a long terme. 

L'invention conceme des ceUules, notamment des cellules souches 
hematopoietiques, contenant dans leur genome tout ou partie d'un gene 
hdterologue. 

L'invention conceme l'utilisation de moyens de blocage d'au moins un 
inhibiteur du cycle cellulaire pendant une duree n'excedant pas 72 h, et 
n'exc6dant pas de preference 36 h, et notamment inferieure a environ 20 h, et 
de preference d'environ 1 a 15 h, et de preference d'environ 1 a 10 h, dans une 
culture de cellules souches, afin de liberer les cellules souches de leur etat de 
repos. 

Selon un mode de realisation avantageux, l'invention a pour objet 
l'utilisation de moyens de blocage d'au moins un inhibiteur du cycle cellulaire 
dans un test de comparaison, d'une part, entre une culture de cellules souches 
dans un milieu contenant les sus-dits moyens de blocage d'au moins un 
inhibiteur du cycle cellulaire et, d'autre part, entre une meme culture de cellules 
souches que celle mentionnee ci-dessus dans un milieu ne contenant pas de sus- 
dit moyen de blocage d'au moins un inhibiteur du cycle cellulaire, afin de 
determiner le degre de maturity des sus-dites cellules souches. 

Selon un autre mode de realisation, l'invention a pour objet l'utilisation de 
moyens de blocage d'au moins un inhibiteur du cycle cellulaire dans une culture 
de cellules souches , afin de liberer les cellules souches de leur etat de repos, 
suivie d'une 6tape de transfert de genes dans les sus-dites cellules souches. 

Dans le cadre de 1' invention, les cellules souches sont avantageusement 
des cellules hematopoietiques et les moyens de blocage d'au moins un inhibiteur 
du cycle cellulaire sont avantageusement constitu6s par de 1'anti TGF-J3. 

L'invention conceme des cellules, notamment des cellules souches 
hematopoietiques, contenant tout ou partie d'un gene heterologue dans leur 
genome, susceptibles d'etre obtenues selon le precede comprenant les etapes 
suivantes: 

- la prestimulation de cellules au repos, notamment de cellules souches 
hematopoietiques au repos dans un milieu contenant: 

* des moyens de blocage directs ou indirects d'au moins un 
inhibiteur du cycle cellulaire des dites cellules, notamment des dites cellules 
souches hematopoietiques, pendant une duree suffisante pour liberer les cellules, 
notamment les cellules souches hematopoietiques, de leur etat de repos, et 
n'excedant pas de preference 72 h, et n'excedant pas de preference 36 h, et est 
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notamment inferieure a environ 20 h, et est de preference d'environ 1 h ft 15 h, 
et de preference d'environ 1 h ft 10 h, et 

* des substances, notamment des cytokines, pour permettre 
T activation d'un cycle cellulaire et/ou ulterieurement la traversee d'au moins un 
cycle cellulaire, 

- l'etape de transfert par la mise en presence des cellules, notamment des 
cellules souches hematopoi6tiques, obtenues a l'etape precedente avec tout ou 
partie d'un gene heterologue, dans un milieu permettant le transfert de tout ou 
partie du gene heterologue dans le g6nome des cellules, notamment des cellules 
souches hematopoietiques, pour obtenir des cellules, notamment des cellules 
souches hematopoietiques, comportant tout ou partie d'un gene heterologue, 

- la recuperation eventuelle des cellules, notamment des cellules souches 
hematopoietiques, obtenues a l'etape precedente. 

L'invention concerne plus particulierement des cellules souches 
hematopoietiques contenant dans leur genome tout ou partie d'un gene 
heterologue et ayant un potentiel de multiplication in vitro egal ou superieur a 
106 et un potentiel de differenciation susceptible de couvrir tous les lignages 
hematopoietiques. 

Les cellules souches hematopoietiques sont definies comme des cellules au 
repos pouvant donner naissance ft tous les lignages hematopoietiques et aux 
cellules en derivant. Quelle que soit l'origine des cellules souches (foie foetal, 
moelle foetale, sang de cordon ombilical, moelle adulte, sang peripherique) leur 
potentiel de proliferation est toujours tres eleve: une cellule dormant naissance a 
plus de 1 a 20 x 10* cellules in vitro. Ce nombre peut etre plus eleve si l'on 
utilise de nouvelles cytokines et des bioreacteurs. 

Les cellules souches hematopoietiques peuvent provenir d'echantillon de 
moelle osseuse originaire d'une ponction de la crete iliaque sur des donneurs de 
moelle osseuse. 

Us cellules souches hematopoietiques peuvent egalement etre recuperees a 
partir de sang de cordon ombilical preleve immediatement apres la naissance, de 
foie ou de moelle foetale de sang peripherique ou de tout autre organe du 
systeme hematopoietique. 

Un potentiel de multiplication egal ou superieur a 10 6 signifie qu'une 
cellule souche hematopoietique peut donner, dans des conditions appropriees, 

10 6 cellules du sang. 

Le potentiel de multiplication des cellules souches hematopoietiques de 
l'invention peut atteindre 1 ft 20 x 10* cellules en milieu Stem GEM* et en 
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culture traditionnelle. Cette valeur peut etre elevte si 1 'on utilise de nouvelles 
cytokines et des bioreacteurs. 

Par lignages hematopoietiques, on d&igne I'ensemble des cellules donnant 
naissance a Tun des differents types cellulaires du sang. 

Par cellules au repos susceptibles de rentrer dans le cadre de Invention 
on designe des cellules qui ne se multiplient pas en situation physiologique 
ord.na.re et sont susceptibles d'etre activees en culture. Comme exemple on 
peut citer: les cellules du foie. du tissu osseux, des cellules endothelials ' du 
tissu du systeme nerveux, etc., ou des cellules souches hematopoietiques' qui 
restent pour la majorite d'entre elles au repos chez l'individu normal. 

Selon un mode de realisation avantageux, Invention concerne des 
cellules, notamment des cellules souches hematopoietiques, comportant a 
1 mteneur d'elles memes 0U sur leur surface, des moyens de blocage de tout 
mhibiteur de leur cycle cellulaire. 

Comme moyens de blocage d'inhibiteurs du cycle cellulaire a Tinterieur 
de la cellule, on peut citer des oligopeptides antisens, des ribozymes des 
mmbiteurs chimiques naturels ou de synthese, des anticorps bloquants,' des 
cytokines telles que le TNF. des interferons ou des facteurs tels que le MlP-la 
le facteur 4 plaquettaire ou le FGF. Ceux^i peuvent pen6trer naturellement avec' 
des m.heux de cultures appropriees ou par electroporation, par microinjection 
ou par tout autre procede utilisant un transport a travers la membrane tels que 
Jes liposomes. 

Comme moyens de blocage d'inhibiteurs du cycle cellulaire sur la surface 
de la cellule, on peut citer des anticorps de receptees ou d'antigenes 
membranaires, des ligands de recepteur, naturels ou de synthese des 
comb.na.sons de cytokines comprenant diverses interleukines et Colony 
Simulating Factors, CSFs (facteurs stimulant les colonies) ou facteurs de 
croissance hematopoietiques. 

Us anticorps et les ligands se fixent sp&ifiquement sur un antigene ou un 
recepteur qui leur correspond. 

Dans les cellules de Invention, notamment dans les cellules souches 
hematopoietiques, les moyens de blocage peuvent etre constitues par ceux 
choisis parmi: les anti-inhibiteurs du cycle cellulaire, par exemple des agents 
bloquant les genes suppressors de tumeurs, des antagonistes du TGF-p tels 
que^ des oligonucleotides antisens du TGF-p, des anticorps neutralisants le 
TGF-p, des ricepteurs solubles du TGF-p ou des inhibiteurs naturels ou de 
synthese du TGF-p. 
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L'abreviation TGF-p correspond a "transforming growth factor" (facteur 
de croissance transformant) et correspond a une famUle de proteines. 

Comme exemple d'antigenes suppresseurs de tumeurs, on pent citer pRb. 
P 107 (Zhu et al.. Genes and development. 7: 1111-1125. 1993). p!30 (Hannon 
et al Genes Dev., 7: 2378-2391. 1993). P 300. P 53. P 15 (Hannon G.J. & 
BeachD (1994)- "pl5lNK4B * a potential effector of TGF-P-induced cell cycle 
arrest", Nature. 371: 257) . p!6 (Mson A,. (1994): -pl6 and famOia, 
melanoma". Nature Genet., 371: 180, Sansilvestri P. These de Doctorat d Eta 
Paris XI. 1994), P 21 (Xiong Y., et al.. * Beach D. (1993): "p21 is a unwell 
' inhibitor of cyclin kinases". Nature, 366: 701). P 27 (Polyak et al (1994 ). 
Cloning of P 27kipl. a cycliinlependent kinase inhibitor and a ^nual mediator 
of extracellular antimitogenic signals". Cell, 78: 59-66; Polyak et al (1994a): 
P 27kipl, a cyclin-cdk inhibitor, links transforming growth factor b and contact 
inhibition to cell cycle arrest" . Genes Development, 8: 9-22). 

Par antagonistes du TGF-P , on designe un agent qui neutralise in vitro ou 
mv/v 0 l'activitebiologiqueduTGF-p,typesl,2ou3. u . . 

Par anticorps neutralists, on designe un anticorps ou une combinaison 
d'anticorps, de preference un anticorps monoclonal ou une combinaison 
d'anticorps monoclonaux, qui neutralise in vitro ou in vivo 1'activite biolog,que 
du TGF-p de types 1, 2 ou 3. 

Par inhibitor naturel ou de synthese du TGF-P , on designe une substance 
qui inhibe in vitro win vivo l'activite biologique du TGF-p. 

Comme nucl6otide antisens du TGF-P, on peut avantageusement uttliser: 
5 ' -CCCGGAGGGCGGCATGGGGGA-3 

Comme moyens de blocage, on peut egalement envisager une cytokine ou 
une combinaison de cytokines susceptibles de liberer les cellules souches de 
l'etat de repos pendant une duree inferieure a environ 10 h. 

Comme cytokines, on peut citer: toutes les interleukines. tous les CSF, 
(facteurs stimulant les colonies) tous les immunomodulateurs (par exemple les 

• . n i it 9 IL3 llA IL5 IL6, IL7, IL8. IL9, IL10, 
interleukines suivantes: IL1, IL2, IL3, ila, 

IL11 IL12 IL13 les TNF (Tumor Necrosis Factors: Facteurs Necrosant de 
Tumeur), les interferons, le LIF (facteur inhibiteur de leucemie). le MIP-la 
(prophage inflammatory protein: proteine inflammatoire produite ou agissant 
IT* macrophage, Dunlop D.J. et al. Blood. 1992, 79: 2221-2225). le Steel 
Factor ou Facteur Steel, le ligand du recepteur flt-3 ou FL^ 

Comme combinaison de cytokines, on peut citer ITU, HL6, le GMCSF 
(facteur de croissance des progeniteurs granulo-monocytaires), le SF et le FL. 
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Les moyens de blocage de tout inhibiteur du cycle cellulaire doivent etre 
utilises en quantite appropriee pour neutraliser l'activite de tout inhibiteur du 
cycle cellulaire. lis sont generalement utilises a des concentrations allant de 
0,1 a 1000 unites/ml, de preference de 1 a 10 unites/ml. 

Lorsqu'on utilise un oligonucleotide antisens du TGF-p, celui-ci peut etre 
utilise de 0,03 M M a 100 (M, notamment de 5 ^tM a 8 fAA, ou de 0,01 M M a 
0,5 /xM en presence de certains agents par exemple lipidiques perraettant une 
meilleure penetration des oligonucleotides dans la cellule que les penetrations 
pr6cedemment decrites. 

Selon un mode de realisation avantageux, 1' invention concerne des cellules 
a l'etat de repos, notamment des cellules souches hematopoietiques contenant, 
intdgre dans leur genome, tout ou partie d'un gene heterologue. 

En fait, apres le transfer! de tout ou partie d'un gene hiterologue dans leur 
patrimoine genetique, les cellules peuvent etre replacees a retat de repos. 

Le precede selon lequel, apres transfert de tout ou partie d'un gene 
heterology, les cellules sont replacees a retat de repos, est detailie dans la suite 
de la presente description. 

L' invention concerne egalement une composition de cellules 
hematopoietiques ou un amas de cellules hematopoietiques ou un tissu de 
cellules hematopoietiques, susceptibles de maintenir une hematopoiese continue 
pendant une duree superieure ou egale a environ 6 mois, et constitues par des 
cellules souches hematopoietiques et le cas echeant des progeniteurs en cours de 
differentiation, les susdites cellules souches et les susdits progeniteurs contenant 
tout ou partie d'un gene heterologue. 

L'expression "maintenir une hematopoiese continue" correspond a une 
production physiologique de cellules matures du sang. 

V invention concerne egalement un precede de transfert de tout ou partie 
d'un gene heterologue dans le g6nome de cellules activees a partir d'un etat de 
repos, notamment de cellules souches hematopoietiques activees a partir d'un 
etat de repos, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes: 

- la prestimulation de cellules au repos, notamment de cellules souches 
hematopoietiques au repos dans un milieu de prestimulation contenant: 

* des moyens de blocage directs ou indirects d'au moins un 
inhibiteur du cycle cellulaire des dites cellules au repos, notamment des dites 
cellules souches hematopoietiques pendant une duree suffisante pour liberer les 
cellules, notamment les cellules souches hematopoietiques de leur etat de repos, 
et n'excedant pas de preference environ 72 h, n'excedant pas de preference 36 
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h, et est notamment inferieure a environ 20 h et est de preference d'environ 1 h 
a 15 h, et de preference d'environ 1 h a 10 h, et : 

* des substances, notamment des cytokines, pour permettre 
l activation d'un cycle cellulaire et/ou ulterieurement la traversee d'au moins un 
cycle cellulaire des dites cellules, notamment des dites cellules souches, 

- l'etape de transfert par la mise en presence des cellules, notamment des 
cellules souches hfematopoietiques prestimulees obtenues a l'etape precedente 
avec tout ou partie d'un gene heterologue, dans un milieu permettant le transfert 
de tout ou partie du gene heterologue dans le genome des cellules, notamment 
des cellules souches hematopoietiques, pour obtenir des cellules, notamment des 
cellules souches hematopoietiques comportant tout ou partie d'un gene 
heterologue, 

- la recuperation eventuelle des cellules, notamment des cellules souches 
hematopoietiques, obtenues a 1'etape precedente. 

Les cellules souches hematopoietiques au repos utilisees dans le cadre du 
transfert de gene peuvent etre obtenues a partir d'organes hematopoietiques 
foetaux, de sang de cordon ombilical, de moelle osseuse, de sang pdripherique 
ou de tout autre organe hematopoietique, selon le precede decrit dans les 
exemples (Hatzfeld J., Batard P., Cardoso A.A., Li M.-L., et Hatzfeld A.: 
"Purification and in vitro assay of early human hematopoietic progenitors", 205- 
221. Dans Culmre of Hematopoietic Cells. Freshney R.I., Pragnell I.B., 

Freshney M.G., 1994). 

En ce qui concerne la duree de la prestimulation, elle n'excede pas 
environ 72 h, de preference 36 h, et est de preference d'environ 1 h a 15 h, et 
de preference d'environ 1 h a 10 h. 

L'induction de la prestimulation peut se faire pendant un temps 
extremement court, de l'ordre de quelques secondes, mais le declenchement de 
l'ensemble des mecanismes cellulaires permettant a la cellule souche de sortir de 
la phase Go prennent au moins 1 h. 

Dans le cas de 1'utilisation, comme moyen de blocage, d'anti-TGF-p, la 
prestimulation n'excede pas environ 72 h, car au-dela de 72 h. et notamment au- 
dela de 19 h, on n'a pas d'effet supplementaire a la prestimulation obtenue avec 
des combinaisons de cytokines ou 1' anti-TGF-P et des combinaisons de 
cytokines. 

L'expression "activation d'un cycle cellulaire" correspond a la mise en 
place des fonctions permettant la traversee du cycle cellulaire. 
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L'expression "la traversee d'au moins un cycle cellulaire" correspond a 
une division du g6nome (phase S), et a une mitose donnant deux cellules 
identiques. 

A Tissue du transfert de gene, les cellules peuvent. soil se multiplier et se 

differencier, soit peuvent etre replacees a l'6tat de repos, comme il est explicit* 

dans la suite de la description. 

Lorsque Ton replace les cellules souches transferees a I'etat de repos, le 

compartment de la cellule souche a "vieilli" d'une division ce qui est peu par 

rapport a son enorme potentiel hematopoi'ettque. 

Dans le precede" de 1' invention, selon un mode de realisation avantageux le 
milieu de prfstimulation comprend: IMDM (Iscove Dubelcco Modified 
Medium), (StemGEM* correspondant a une gamme de milieux commercialises 
par le C.N.R.S.), des cytokines, des antagonistes du TGF-p tels que des 
oligonucleotides antisens du TGF-p, des anticorps neutralisants le TGF-p, des 
recepteurs solubles du TGF-p ou des inhibiteurs naturels ou de synthese du 
TGF-p, des combinaisons de cytokines susceptibles de bloquer dans un espace 
de temps court (inferieur a 72 h, de preference infeneur a 10 h), les inhibiteurs 
du cycle cellulaire des cellules souches quiescentes, controles ou non par le 
TGF-p. 

Selon un mode de realisation du precede de 1'invention, les cytokines sont 
choisies parmi une combinaison d'au moins quatre cytokines choisies parmi les 
cytokines suivantes: IL1 (interleukine 1), IL2 (interleukine 2), IL3 (interleukine 
3), IL4 (interleukine 4), IL5 (interleukine 5), IL6 (interleukine 6), IL7 
(interleukine 7), IL11 (interleukine 11), GM-CSF (granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor: facteur de croissance des progeniteurs granulo- 
monocytaires), G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor: facteur de 
croissance des progeniteurs granulocytaires), facteur Steel (SF), Iigand du 
recepteur FLT3 (FL), 6rythropofctine, TNF, LIF (leukemia inhibitor factor: 
facteur inhibiteur de la leucemie), thrombopotetine, insulines et FGF. 

Le transfert de tout ou partie d'un gene heterologue peut se faire avec une 
coculture de cellules, notamment des cellules souches hematopoletiques. 
pr&timulees selon la premiere etope du precede de 1'invention, et de cellules 
produisant un vecteur, tel qu'un vecteur viral ou un retrovirus, contenant tout ou 
partie du gene a transferer. (Ferry N., Duplessis O., Houssin D., Danos O.. et 
Heard J.-M. "Retroviral-mediated gene transfer into hepatocytes in vivo*. Proc. 
Natl. Acad. Sci., USA, 88: 8377-8381, 1991). 

Le transfert peut 6galement etre effect^ en remettant en presence des 
cellules, notamment des cellules souches hematopotetiques, prtstimulees et du 
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surnageant de cellules contenant un vecteur. tel qu'un vecteur viral ou un 
retrovirus comprenant tout ou partie du gene a transferer (Lu, R.L., Xiao, M., 
Clapp, D.-W.. Li, Z.-H., & Broxmeyer, H.E. (1993) J. Exp. Med., 178: 2089- 
2096). 

^invention concerne egalement un proced* de transfert de tout ou partie 
d'un gene heterologue dans le genome de cellules activees a partir d'un etat de 
repos, notamment de cellules souches hematopoietiques activees a partir d'un 
etat de repos, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes: 

- la prestimulation de cellules au repos, notamment de cellules souches 
hematopoietiques au repos dans un milieu de prestimulation contenant: 

* des moyens de blocage directs ou indirects d'au morns un 
inhibiteur du cycle cellulaire des dites cellules, notamment des cellules souches 
hematopoietiques pendant une duree suffisante pour liberer les cellules, 
notamment les cellules souches hematopoietiques de leur etat de repos, et 
n'excedant pas de preference environ 72 h, et n'excedant pas de preference 
environ 36 h, et est notamment inferieure a environ 20 h et est de preference 
d'environ 1 h a 15 h, et de preference d'environ 1 h a 10 h, et 

* des substances, notamment des cytokines, pour permettre 
1'activation d'un cycle cellulaire et/ou ulterieurement la traversee d'au moins un 
cycle cellulaire des dites cellules, notamment des dites cellules souches 
hematopoietiques, 

- l'etape de transfert par la mise en presence des cellules, notamment des 
cellules souches h6matopoietiques, prestimulees obtenues a l'etape precedente 
avec tout ou partie d'un gene heterologue, dans un milieu permettant le transfert 
de tout ou partie du gene heterologue dans le genome des cellules souches, par 
coculture de cellules, notamment de cellules souches hematopoietiques 
prestimulees comme indique ci-dessus et de cellules produisant un vecteur viral 
ou un retrovirus contenant tout ou partie du gene a transferer, pour obtemr des 
cellules, notamment des cellules souches hematopoietiques comportant tout ou 

partie d'un gene heterologue, 

- la recuperation eventuelle des cellules, notamment des cellules souches 
hematopoietiques obtenues a l'etape precedente. 

La coculture peut etre effectuee comme decrit dans Human Cord Blood 
Cells as Targets for Gene Transfer: Potential Use in Genetic Therapies of 
Severe Combined Immunodeficiency Disease. Moritz T., Keller D.C. et 
Williams D.A., J. Exp. Med., 178: 529-536 (1993). 

L'invention concerne egalement un procede de transfert de tout ou partie 
d'un gene heterologue dans le genome de cellules activees a partir d'un etat de 
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repos. notamment de cellules souches hematopoietiques activees a panir d'un 
etat de repos, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes- 

- la prestation de cellules au repos, notamment de cellules souches 
hematopoietiques au repos dans un milieu de prestimulation contenant- 

* des moyens de blocage directs ou indirects d'au moins un 
tnhibiteur du cycle cellulaire des dites cellules, notamment des dites cellules 
souches hematopoietiques, pendant une dure* suffisante pour liberer les cellules 
notamment les cellules souches hematopoietiques de leur etat de repos ei 
n'excedant pas de preference environ 72 h, et n'excedant pas de preference 
environ 36 h, et est notamment inferieure a environ 20 h et est de preference 
d'environ 1 h a 15 h, et de preference d'environ 1 h a 10 h, et 

* des substances, notamment des cytokines, pour permettre 
1 activation d'un cycle cellulaire et/ou ulterieurement la traversee d'au moins un 
cycle cellulaire des dites cellules souches, 

- 1'etape de transfert par la mise en presence des cellules, notamment des 
cellules souches hematopoietiques, prestimulees obtenues a l'6tape precedente 
avec tout ou partie d'un gene heterologue, dans un milieu permettant le transfert 
de tout ou partie du gene h6t6rologue dans le genome des cellules, notamment 
des cellules souches hematopoietiques, par mise en presence des cellules 
notamment des cellules souches prestimulees comme indiqu6 ci-dessus et du' 
surnageant de cellules contenant un vecteur, tel qu'un vecteur viral ou un 
retrovirus contenant tout ou partie du gene a transferer, pour obtenir des 
eel ules, notamment des cellules souches comportant tout ou partie d'un gene 
heterologue, 6 

- la recuperation eventuel.e des cellules, notamment des cellules souches 
obtenues a 1'etape preeddente. 

L'invention concerne egalement un procede de transfert de tout ou partie 
d un gene heterologue dans le genome de cellules activees a partir d'un etat de 
repos, notamment de cellules souches hematopoietiques activees a partir d'un 
etat de repos, caract6rise en ce qu'il comprend les etapes suivantes- 

- la pr&timulation de cellules au repos, notamment de cellules souches 
hematopoietiques au repos dans un milieu de prestimulation contenanr 

* des moyens de blocage d'au moins un inhibiteur du cycle 
cellulaire des dites cellules, notamment des dites cellules souches 
hematopoietiques, pendant une duree suffisante pour liberer les cellules 
notamment les cellules souches hematopoietiques de leur etat de repos ei 
nexcedant pas de preference environ 72 h, et est notamment inferieure a 
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environ 20 h « « de priftanc d'cnvteon 1 b i 15 h, « de preference 

d'environ 1 h a 10 h, et 

* des substances, notamment des cytokines, pour permettre 

1-activation dun cycle ceUulaire et/ou ulterieurement la traversee d'au moins un 

cycle cellulaire des dites cellules, notamment des dites cellules souches 

^T^e'transfert par la mise en presence des cellules, notamment des 
cellules souches hematopoietiques, prestimulees obtenues a l'6upe precedent 
avec tout ou partie d'un gene het6rologue, dans un milieu permetunt le transfert 
de tout ou partie du gene heterologue dans le genome des cellules, notamment 
des cellules souches hernatopoietiques, pour obtenir des cellules, notamment des 
cellules souches hematopoietiques comportant tout ou partie d un gene 
heterology, tout ou partie du gene heterologue provenant notamment dun 
vecteur, tel qu'un vecteur viral ou un retrovirus, produit par « .culture 
productrice a laquelle a 6te additionne un agent viral, tel qu un anti-TGF-p\ un 
anti-interferon ou tout agent permetunt d'augmenter la production et/ou la 

stability du vecteur, 

- la recuperation eventuelle des cellules, notamment des cellules souches 

hematopoietiques obtenues a 1'etape precedente. 

S'agissant des cellules souches, elles sont eventuellement remises a 1 etat 

de repos apres 1'etape de transfert. 

Selon un mode de realisation avantageux du procede de 1 invention, le 
milieu permetunt le transfert de tout ou partie du gene heterologue est constitue 
par ou comprend: DMEM (milieu de Eagle modifie par Dubelcco), et 
Lntuellement IMDM (milieu d'Iscove modifie par Dubelcco). des cytokines, et 
eventuellement un anUgoniste du TGF-0 tel que defini ci-dessus. des anti- 
interferons. ou tout autre agent viral, permetunt d'augmenter la production 
et/ou la subilite du vecteur viral ou du retrovirus, contenant le gene a 
transfecter, lorsque le transfert de tout ou partie du gene heterologue se fait par 
coculture des cellules souches et du vecteur viral, ou du retrovirus. 

Lorsque le transfert se fait en utilisant un surnageant de la culture 
contenant le vecteur. le titre du vecteur produit par la culture productrice pent 
etre avanugeusement augmente en ajoutant a la culture productrice du vecteur, 
un anti-TGF-p ou un anti-interferon ou tout autre agent susceptible d augmenter 
la production et/ou la subilitddu vecteur. 

^invention concerne egalement un procede permetunt d augmenter le 
titre d'un vecteur. tel qu'un vecteur viral, ou un retrovirus, lequel vecteur est 
produit par une culture productrice. par addition a ladite culture d'un agent V1 ral 
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tel qu'un anti-TGF-0, un anti-interferon, ou de tout agent stabilisateur de 
vecteur. 

A Tissue de Tetape du transfert de tout ou partie du gene necrologue dans 
les cellules souches, les cellules souches comportant dans leur g6nome tout ou 
partie d'un gene necrologue peuvent etre placees dans un milieu approprie\ 
notamment un milieu liquide ou un milieu semi-solide, afm de se multiplier et 
de se differencier en des cellules hematopoi&iques differenciees, notamment en 
cellules differenciees du sang. 

Comme exemple de cellules differenciees, on peut citer les granulocytes, 
les monocytes, les megacaryocytes, les erythrocytes. 

A Tissue de T6tape de transfert de tout ou partie du gene necrologue dans 
les cellules hematopoletiques, on peut envisager avantageusement une etape de 
remise a Tetat de repos des cellules souches hematopoi'etiques contenant tout ou 
partie du gene heterologue, cette etape pouvant etre effectuee a Taide d'au 
moins un inhibiteur du cycle cellulaire, tel que le TGF-p. 

Plus precisement, pour remettre les cellules souches au repos (c'est-a-dire 
en phase Go), apres transfert de tout ou partie d'un gene necrologue, on peut 
proceder de la facon suivante. 

L'interet de la methode de T invention sur toutes les autres methodes tient 
au fait que Tactivation de la cellule au repos se fait dans un laps de temps 
extremement court (de Tordre de 1 a 72 heures, de preference 6 a 12 heures a 
partir de la fin de Tetape de prdstimulation) grace a une synchronisation de la 
sortie de la phase Go pour toutes les cellules au repos lors de Tetape de 
prestimulation du procedS de T invention tel que decrit ci-dessus. Cela permet de 
remettre les cellules transfectees en phase Go, apres le transfert par addition de 
TGF-p. Ceci garantit que pendant le transfert de gene(s) les cellules souches 
n'ont pas perdu leur potentiel h&natopoletique, dans la mesure ou le nombre de 
division n'est pas superieur a 1 ou 2. 

Le gene heCrologue dont tout ou partie est introduit dans le gdnome de 
cellules souches hematopo'tetiques peut etre choisi parmi les genes suivants: 
marqueurs: Neo (gene de resistance a la neomycine), CD2 (antigene 
leucocytaire), nls-LacZ, ou des genes corrigeant une hematopathie ou tout autre 
pathologie telle que ADA (gene de T adenosine deaminase), ALDP (gene 
corrigeant Tadrenoleucodystrophie), TK (gene suicide permettant de tuer des 
cellules en presence d'acyclovir sous le controle de promoteurs viraux), cette 
liste n'6tant pas limitative. 

Les m6thodes actuelles de transfert de gene, ne permettent pas de 
transfecter le compartiment de la cellule souche de facon a ce que les lignages 



WO 96/19567 



14 



PCT/FR9S/01691 



lymphoides soient transfectes de facon satisfaisame. Or, ceci est important si 
Ton veut que la therapie cellulaire soit applicable au traitement du SIDA ou de 

pathologies concernant les cellules B (lympbomes etc ). Le precede de 

transfert de 1' invention pennet effectivement le transfert dans les lignages B et 
T, ce qui peut etre verifie en utilisant les deux modeles suivants permettant 
d'etudier le developpement du compartiment de la cellule souche: 

- des souris SCID humanisees (McCune J.M., Namikawa R. , Weilbaecher 
K.N., Kaneshima H., Schultz L.D., Lieberman M., et Weissman I.L.: "The 
SCID-hu mouse: Murine model for the analysis of human hematolymphoid 
differentiation and function". Science, 241: 1632, 1988). 

- des cultures d'epithelium thymique (Plum J., De Smedt M., Defresne 
M.-P., Leclercq G., et Vandekerckhove B.: "Human CD34+ fetal liver stem 
cells differentiate to T cells in a mouse thymic microenvironment". Blood 84: 
1587-1593, 1994). 

Ces methodes permettent d'obtenir dans le premier cas, tous les lignages y 
compris B et T, dans le deuxieme cas, le lignage T. 

Les milieux utilises pour permettre la division du compartiment de la 
cellule souche une fois activee pour sortir de la phase Go, doivent respecter 
Texpression des recepteurs de la cellule souche selon des recommandations 
publiees dans Hatzfeld A. et al., Heroatol., 1993, 35: 281-283, et dans Panterne 
et al., J. Cell. Physiol., 91, 1481:1489. 

Le proc6de de 1' invention permet notamment: 

- d'augmenter le titre d'un vecteur contenant tout ou partie d'un gene 
heterologue a transfecter, notamment dans des cellules souches 
hematopoietiques, 

- de transferer tout ou partie d'un gene dans des cellules au repos, 
notamment des cellules souches hematopoietiques, dans lesquelles, jusqu'a 
present un tel transfert etait aleatoire; 

- d'ameliorer l'efficacite de transfert dans les progeniteurs 
hematopoietiques precoces tels que CFU-GEMM, LTC-IC (cellule initiatrice de 
culture a long terme: long term culture-initiating cell), HPP-Q (High 
Proliferative Potential Quiescent cells = cellules au repos a haut pontentiel 
proliferatif) et progeniteurs lymphoides a fort potentiel proliferatif consideres 
comme "le compartiment de la cellule souche" par rapport au transfert deja 
realise en mettant en oeuvre les precedes de 1'art anterieur; 

par exemple, la methode permettra un transfert dans plus de 95% des CFU- 
GEMM pouvant se developper en colonies contenant plus de 10 5 cellules, les 
milieux Stem GEM* distribues par le CNRS permettant d'evaluer de telles 
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cellules du compartiment de la cellule souche, les souris SCID (souris 
immunodeficientes: severe combined immunodeficiency) humanisees et des 
systemes de cultures stromales ou d'epithelium thymique (referencees ci-dessus) 
permettant d'evaluer le transfert dans tout le compartiment de la cellule souche; 

• d'am61iorer la stability de 1'expression au cours du d6veloppement des 
cellules souches et des progdniteurs (amplification et differentiation), des genes 
marqueurs pouvant etre utilises pour suivre et evaluer cette expression 
(exemple: nls-Lac-Z). 

V invention concerne egalement un procedd permettant d'evaluer la 
maturite ou Timmaturite de cellules souches, avant et/ou apres le transfert de 
genes. 

L' invention concerne plus particulierement un procede de d6termination 
du degre de maturite de cellules souches, notamment h6matopoietiques, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- on effectue la culture d'un premier ensemble de cellules souches, 
notamment hematopoietiques, dans un milieu approprie a leur culture, mais ne 
contenant pas de moyens de blocage d'au moins un inhibiteur du cycle 
cellulaire, pendant environ 14 a environ 28 jours, de preference 18 jours, 

- on effectue la culture d'un deuxieme ensemble de cellules souches, 
notamment hematopotetiques, de meme nature et de meme degre de maturite 
que celles mentionnees ci-dessus, dans un milieu approprie contenant des 
moyens de blocage d'au moins un inhibiteur du cycle cellulaire, ces moyens de 
blocage etant presents, dans le milieu de culture a une concentration efficace (a 
condition de ne pas etre diluee plus de 4 fois par rapport a la concentration 
optimale), pendant une periode n'excedant pas 72 h, et n'excedant pas de 
preference environ 36 h, et est de preference d'environ 1 a 15 h et de preference 
encore, de 1 a 10 h, cette culture ayant lieu pendant la meme duree que celle du 
premier ensemble de cellules souches, 

- on compare, 18 jours apres la mise en culture de chacun des deux 
ensembles de cellules souches, le nombre et la nature des colonies, la difference 
des sommes des colonies a haut potentiel proliferatif (HPP-CFC = cellule 
formant une colonie a haut potentiel proliferatif, HPP-MEG = megacaryocyte a 
haut potentiel proliferatif, HPP-GEMM = granulocyte erythrocyte monocyte 
m6gacaryocyte a haut potentiel proliferatiO respectivement entre celle du 
deuxieme ensemble et celle du premier ensemble correspondant aux colonies 
HPP-Q. 

La concentration optimale d'oligonucleotides anti-sens peut etre d'environ 
0,001 mM a environ 100 /xM, de preference inferieure a environ 10 ^M. 
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La concentration optimale en anticorps bloquants peut etre d'environ 
0,01 |ig/ml a environ 100 jig/ml, de preference 1 jig/ml. 

S'agissant de la culture en presence de moyens de blocage d'un inhibiteur 
du cycle cellulaire, a l'issue de la periode n'excedant pas 72 h, et n'excedant pas 
de preference environ 36 h, et qui est de preference d'environ 1 a 15 h et de 
preference encore, de 1 a 10 h : 

- soit on peut laver les cellules pour eliminer substantiellement les sus-dits 

moyens de blocage, 

- soit on peut diluer les sus-dits moyens de blocage a une concentration 
telle qu'ils soient sans effet proliferatif sur des cellules plus matures (c'est-a-dire 

progeniteurs deja actives). 

"devaluation de la maturite ou de 1'immaturite de cellules souches" 

correspond a I'observation suivante. 

Apres 18 jours, on observe au microscope le nombre et la nature des 
colonies: on compte le nombre de colonies mixtes constitutes de cellules de la 
lignee rouge et d'un ou plusieurs types de cellules de la lignee blanche. Le 
nombre de colonies mixtes est plus eleve lorsque la population cellulaire mise en 
culture est plus immature, c'est-a-dire constitute de cellules plus jeunes dont 
certaines sont au repos. D'autre part, plus la cellule qui a donne naissance a la 
colonie est immature, voir au repos, plus son potentiel de proliferation est 
grand, done la colonie provenant de cette cellule une fois activee sera plus 

importante en taille. 

Ce test sera egalement designe dans la suite par test HPP-Q. 

Pour ce faire, on compare une culture de cellules souches dans un milieu 
semi-solide ou liquide ne contenant pas d'anti-inhibiteur du cycle cellulaire avec 
la meme culture de cellules souches dans un milieu semi-solide ou liquide 
contenant un anti-inhibiteur du cycle cellulaire, par exemple de 1'anti-TGF-p. 

Us conditions de culture dans le milieu ne contenant pas d'anti-inhibiteur 
de cycle cellulaire peuvent utiliser 1'ILl, l'IL2, TIL3, 1ML4, 1"IL5 TIL6, 1'1L7, 
TILll, le G-CSF, le GM-CSF, le SF, le FL, le FGF, linsuline, 
l'erythropoietine. la thrombopoietine ou d'autres cytokines qui cooperent ou 
synergisent avec les prec6dentes. 

Us conditions de culture dans le milieu contenant un anti-inhibiteur du 
cycle cellulaire par exemple l'anti-TGF-P sont les suivantes : l'anti-TGF-(J n'a 
ete ajoute qu'en prestimulation pendant 10 heures dans un faible volume de 
culture liquide contenant les cellules au repos telles les cellules CD34+CD38- 
(1 a 10% des CD34+ les plus immatures). U volume de cette preculture est de 
1/6 environ du volume final. Cette preculture est ensuite ajoutee a de la 
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methylcellulose avec des cytokines non additionnees d'anti-TGF-p, pour aboutir 
au volume final. 

Une simplification de cette procedure consiste a mettre 1'anti TGF-P 
immediatement dans la culture finale a des concentrations qui ne lui permettent 
d'etre actif que pendant les premieres heures de la culture, de preference 
pendant les 10 premieres beures. 

Dans ces conditions, on observe de nouvelles colonies plus grosses que les 
prec£dentes, derivees de cellules appelees High Proliferative Potential Quiescent 
Cells ou HPP-Q qui se developpent sur 18 jours et non pas seulement sur 8, 10, 
12 ou 14 jours comme on l'observe sans prestimulation par l'anti-TGF-p. 
L'anti-TGF-p n'a done pas besoin d'etre present pendant toute la dur6e de la 
culture. S'agissant de la taille des colonies, elle peut etre determinee par 
comptage au microscope sur une lame de Mallasez, apres prelevement et 
dispersion de la colonie dans un volume connu de milieu liquide ; cette m6thode 
permet d'evaluer le nombre de cellules constituant la colonie. 

Que le test soit fait en milieu liquide, clonal ou non clonal, on compare les 
clones ou les populations dans les deux types de culture. 

S'il s'agit des HPP-Q, elles constituent un element du compartiment de la 
cellule souche et, quant a leur phenotypage, il s'agit de CD34+ Kit Low IL6-R 
low. 

S'agissant des milieux de culture, on peut utiliser tout milieu approprie 
pour les cellules CFU-GEMM et permettant egalement le developpement des 
cellules lymphoides. 

La composition des milieux de culture semi-solide peut etre telle qu'elle 
est decrite dans le chapitre 12, inclus dans le livre intitule "Culture of 
Hematopoietic cells, R.I. Freshney, LB. Pragnell, M.G. Freshney ed, Wiley- 
Liss" pp. 205-221. Le titre du chapitre est "Purification and in vivo assay of 
early human hematopoietic progenitors" J. Hatzfeld, P. Batard, A.A. Cardoso, 
M.L. Li, A. Hatzfeld. 

Conformement a 1' invention, on peut evaluer la maturite ou 1' immaturity 
des cellules souches apres le transfert de genes. Cette evaluation se fait comme 
indique ci-dessus, a partir des colonies les plus grosses pour lesquelles on 
verifie simultanement a la susdite evaluation d'immaturite, qu'il y a bien eu 
transfert de genes, comme indique ci apres dans 1'exemple 1. 

L'invention concerne notamment un proc6de de transfert de genes dans la 
cellule souche hematopoietique dans lequel on evalue I'immaturite des cellules 
souches avant le transfert de gene, et avantageusement apres le transfen de 
genes. 
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Ce procede peut comprendre les etapes suivantes : 

1- Evaluation des cellules hematopoi6tiques a greffer pour s' assurer 
qu'elles contiennent des cellules immatures d6signees ci-dessus par HPP-Q, 
element du compartiment de la cellule souche. II est en effet inutile de proceder 
a un transfert de genes si les cellules utilisees ne sont pas les bonnes. Par le 
procede d evaluation de l'immaturite des cellules souches, on peut comparer une 
culture dans un milieu semi-solide ou liquide, sans anti-inhibiteur du cycle 
cellulaire avec la meme culture en presence d'un anti-inhibiteur. La difference 
du nombre de colonies doit mettre en evidence l'apparition de nouvelles colonies 
plus grosses que les precedentes, derivees de cellules HPP-Q. 

2- Pr6stimulation des cellules hematopoietiques avec un milieu contenant 
un activateur du cycle cellulaire (10 heures pour un anti-TGF-p), pour sortir les 
cellules hematopoietiques de la phase de repos, c'est-a-dire pour les activer. 

3- Transfert de genes avec un surnageant viral ou en coculture avec des 
cellules productrices de virus dans un milieu contenant un anti-interferon et/ou 
un anti-TGF-p. 

4- Apres le transfert de genes, les cellules hematopoietiques activees 
devraient pouvoir etre remises au repos (phase Go) dans un milieu de 
desactivation contenant un inhibiteur de cette cellule (TGF-p dans le cas de la 
cellule souche hematopoietique). 

5- Alternativement, les cellules activees ayant subi un transfert de genes 
ou non, peuvent etre amplifiees pour etre reinjectees in vivo. Ceci peut etre 
realise avec une sous-population des cellules a reinjecter pour empecher l'aplasie 
qui precede generalement la reprise d'une greffe. 

6- Avant ou apres reinfusion des cellules, il est necessaire de faire un test 
HPP-Q, suivi d'une coloration in situ ou d'une RT-PCR (reverse transcriptase- 
polymerase chain reaction - transcriptase inverse- amplification en chaine par 
polymerase) des colonies obtenues pour evaluer le transfert de genes. 

Comme milieu de prestimulation et avant le transfert de genes, on peut 
utiliser des milieux de culture liquide tels que ceux decrits dans Tarticle de 
Cardoso et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 90, pp. 8707-8711, 
September 1993). 

Le procede de l'invention permet d'.evaluer le nombre de cellules 
primitives au repos (HPP-Q) avant le transfert de genes, pour determiner la 
richesse en cellules souches^ ou apres le transfert de genes, pour determiner 
refficacite du transfert de genes dans le compartiment de la cellule souche. 
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Description des figures. 

La figure 1 represente une colonie CFU-GEMM exprimant de facon stable 
le gene nls-Lac-Z mis en evidence par la coloration X Gal. 

La figure 2 represente a plus fort grossissement, un groupe de cellules 
6rythroi'des de la colonie CFU-GEMM avec une expression du gene nls-lacZ 
homogene dans toutes les cellules. 

La figure 3 montre la localisation nucleaire de la P-galactosidase dans les 
macrophages et l'absence de coloration non specifique dans le cytoplasme. 

EXEMPLE 1: TRANSFERT DU GENE NLS-LACZ DANS DES 
CELLULES SOUCHES HEMATOPOIETIQUES. 

Materiel et m&hodes. 

Facteurs de croissance hfrnatnpnifriqii>» * antiserum 

L'interleukine 3 (IL3) humaine recombinante, l'interleukine 6 (IL6) 
humaine recombinante, le GM-CSF (granulocyte macrophage colony-stimulating 
factor) humain recombinant et le G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) 
humain recombinant sont fournis par Genetics Institute (Cambridge, MA). 
L'erythropoietine humaine recombinante est fournie par AMGEN (Thousand 
Oaks, CA), et le SF (Steel factor) humain recombinant provient d'IMMUNEX 
(Seattle, WA). Les activites specifiques de ces cytokines sont respectivement: 
2,3 x 10 6 U/mg, 4 x 106 u/mg) 9 3 x 10 6 u/mg 7 x 10 4 u/mg 4 98 x 
10 5 U/mg et 106 u/mg. L'antisdrum bloquant de dinde, anti-TGF-p, est un don 
du Dr. A.B. Roberts et du MB Sporn (Danielpour, D., Dart, L. L., Flanders, 
K. C, Roberts, A. B., & Sporn, M. B. (1989) J. Cell. Physiol. 138, 79-86): 
1 Ml peut neutraliser 4 ng de TGF-p. II est utilis6 a la concentration de 
4,2 fil/ml. 

Purification de cellules CD34+ 

Par cellules CD34+, on designe des cellules portant 1'antigene 
membranaire CD34 et comprenant une sous population qui represente le 
compartiment de la cellule souche. 
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B friipsration < jf fflng A * corr1on ""ihilical. 

Des echantillons de sang de cordon ombilical humains sont recuperes a 
partir de cordon ombilical/placenta immediatement apres la naissance, tandis 
que le placenta reste in situ (Broxmeyer, H. E„ Douglas, G. W., Hangoc, G., 
Cooper, S., Bard, J., English, D., Amy, M., Thomas, L., & Boyse, E. A. 
(1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 3828-3832; Gluckman, E., Devergie, 
A., Thierry, D., Eperou-Bourdeau, H., Traineau, R., Gerrota, J., Brassard, 
Y., Van Nifterik, J., & Benbunan, M. (1992) Bone Marrow Transplant. 9, 114- 
117). 

Pnrifiratinn d f fflhilffi SftA-m34+ 

Les cellules mononucleaires sont obtenues comme decrit precedemment 
(Hatzfeld, J., Li, M.-L., Brown, E. L., Sookdeo, H., Levesque, I.-P., 
OToole, T., Gurney, C. Clarck, S.C., & Hatzfeld, A. (1991) J. Exp. Med. 
174, 925-929). Tres brievement apres isolation de cellules mononucleaires sur 
du Ficoll Hypaque, les cellules SBA- (cellules ne se fixant pas a 1' agglutinin de 
soja) sont purifiees en eliminant les cellules restees attachees a Tagglutinine de 
soja immobilisee de facon covalente en utilisant la proc6dure AIS, (procedure 
mise au point par la finne Applied Immune Sciences). (BSA CELLector Flasks, 
Applied Immune Sciences Inc. Santa Clara, CA). La selection positive de 
CD34+ est obtenue avec des flacons de culture recouverts d'anticorps 
monoclonaux CD34 ICH3 (CD34 CELLector Flasks, AIS), lavees un nombre 
suffisant de fois Qusqu'a 10 fois) avec une solution saline tamponnee de 
phosphate Dulbecco, contenant 1 mM d'EDTA pour assurer relimination des 
cellules non attachees et faiblement attachees (CD34+f«ble) comme observe sur 
le microscope inverse (Hatzfeld J., Batard P., Cardoso A.A., Li M.-L., et 
Hatzfeld A. Purification and in vitro assay of early human hematopoietic 
progenitors. 205-221. Dans Culture of Hematopoietic Cells. Freshney R.I., 
Pragnell I.B., Freshney M.G., 1994). 

Cette procedure donne de facon routiniere une purete de 95% (± 3%) de 
cellules CD34. Les cellules isolees CD34+SBA- sont ensuite detachees par une 
incubation de 2 heures a 37 °C dans du milieu d'Iscove modifie par Dulbecco 
(IMDM) addition^ de serum de veau foetal (FCS) a 10% ou dans du milieu 
Stem GEM* du CNRS (milieu sans serum). Le detachement des cellules doit 
etre complet, etant donne que les cellules qui expriment une quantite elevee 
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d'antigenes CD34 represented les progeniteurs les plus immatures et sont les 
plus difficiles a detacher. 

Composition ri«»c miliniX 

Les milieux de prestimulation et de transfen sont des milieux Stem GEM* 
avec ou sans serum (CNRS Centre National de la Recherche Scientifique UPR 
9044 Villejuif France). 

Precede tte transHi^f^n 

La lignee de cellules NB16, une lign£e de cellules (Danos 0., et Mulligan R.C.: 
"Safe and efficient generation of recombinant retroviruses with amphotropic and 
ecotropic host ranges". Proc. Natl. Acad. Sci., USA 85: 6460-6464, 1988) qui 
exprime la P-galactosidase d'£. coli (Strair, R. K., Towle, M., & Smith, B. R. 
(1990) Nucleic Acids Res. 18, 47-4762) est fournie par J.M. Heard et 
O. Danos. Ces cellules sont maintenues en culture dans du milieu DMEM 
addition^ de 10% serum de veau nouveau ne enrichi en fer (Hyclone). Cette 
lignee cellulaire produit un surnageant avec un titre viral habituel de 1 a 
5.105 unites/ml. Les cellules CD34+ sont prestimulees pendant des temps 
vari6s (50 000 cellules de CD34+ dans 0.5 ml). Elles sont ensuite mises en co- 
culture pendant 40 h sur des cellules NB16 a 40% de confluence dans du milieu 
StemGEM* (CNRS) additionne de polybrene a 8 jd/ml a 37 °C avec 5% de CO2 
dans une atmosphere saturee en humidite. Les cellules de CD34+ sont ensuite 
doucement detoch6es, concentrees et testers pour des essais clonogemques. 

Essais ClonOPenioues dans la meth ylcellulnse. 

Les cellules CD34+ sont cultivees a raison de 300-400 cellules/ml selon 
une modification d'un test de colonie mixte de Fauser et Messner (Hatzfeld. J., 
Li, M.-L., Brown, E. L., Sookdeo, H., Levesque, J.-P., OToole, T., Gurney, 
C, Clarck, S.C., & Hatzfeld, A. (1991) J. Exp. Med. 174, 925-929; Fauser, 
A. A., & Messner, H. A. (1979) Blood 53, 1023). Toutes les cultures sont 
faites au moins en double. 
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(Coloration tW rnlonip.s transduites. 

Apres une incubation de 14 a 21 jours a 37°C dans une atmosphere 
humidifiee saturee, les colonies sont comptees et classifiees comme decrit de 
facon anterieure (Zhou, Y.-Q., Stanley, E. R., Clark, S. C, Hatzfeld, J., 
Levesque, J.-P., Federici, C, Watt, S. M., & Hatzfeld, A. (1988) Blood 72, 
1870-1874). EHes sont ensuite colorees par la meme methode histochimique que 
celle utilisee pour evaluer le titre d'un surnageant, avec X-Gal comme substrat 
(MacGregor, G. R., Nolan, G. P., Fiering, S., Roederer, M., & Herzenberg, 
LA. (1991) Methods Mol. Biol. 7, 217-235) a 1'exception du fait que la 
solution de coloration (1 ml/boite de Petri) est deux fois plus concentree que 
pour les cellules adherentes. La reaction de coloration est effectuee toute la nuit. 

ftnalyw sfaristique. 

La signification de differences entre les groupes de traitement est 
determinee en utilisant le test t de Student. 

Resultats. 

L'efficacite d'infection de nls-lacZ depend d'une periode de prestimulation 
de 10 h avec Tanti-TGF-p. 

Les cellules SBA-CD34+++ (cellules CD34 les plus immatures) sont 
purifiees avec une recuperation elevee de cellules du compartiment de la cellule 
souche dont font partie les CFU-GEMM (colony-forming unit - 
granulocyte/erythrocyte /macrophage /megacaryocyte ) ayant un potentiel de 
proliferation eleve (superieur a 105 cellules) comme decrit dans Materiel et 
methodes. Ces cellules sont preincubees pendant des temps varies avec ou sans 
serum anti-TGF-P comme detaille dans le tableau 1 avant la co-culture avec des 
cellules NB16 pour infection par des vecteurs retroviraux. Lorsque ces cellules 
sont prestimulees pendant 10 h avec uniquement des cytokines et sans anti-TGF- 
P avant la transduction, l'efficacite de transfert augmente de 1,1 a 23,8%. Cette 
augmentation double de fa?on significative en presence de serum anti-TGF-P, 
s'elevant de 23,8 a 47,3%. L'efficacite d'activation de I'anti-TGF-p disparait 
pendant des temps de preincubation plus longs. Des periodes de prestimulation 
de 20 ou 48 h, ou plus longues (non representees), avec ou sans serum anti- 
TGF-P fournissent des resultats similaires comme ceux observes apres 10 h sans 
serum anti-TGF-P . 
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E ffct d'anti-TOF-B siir I'HTirarite de tn,™^ ^ e nis . ]ar7 ^ nc lf € . 
differents types de prpffenitenffi, 

Etant donn<§ qu'une prestimulation de 10 h en presence de serum anti- 
TGF-p donne une augmentation significative du nombre total de colonies 
transduites, on a utilise" cette condition de pr&timulation dans les experiences 
suivantes. Le tableau 2 d&aille les types varies de progeniteurs qui sont 
transduits avec cette methode et l'efficacte relative depression pour chacun 
d'eux. L'efficacte d'expression la plus elevee est obtenue avec les progewteurs 
les plus immatures qui sont les colonies mixtes provenant de CFU-GEMM. Ces 
progeniteurs donnent des colonies contenant 1 a 2 x 105 cellules. La figure 1 
montre une telle colonie. La figure 2 represente des cellules erythroides avec 
une expression du gene nls-Lac-Z horaogene dans toutes les cellules. La figure 3 
d6taille de facon plus precise la localisation nucleaire de p-galactosidase dans les 
macrophages et prouve l'absence de coloration non specifique dans le 
cytoplasme. La prestimulation par Tanti-TGF-P augmente Tefficacite de 
transfert de 54,5 a 95% dans les CFU-GEMM (colony-forming unit - 
granulocyte/ erythrocyte/macrophage /megacaryocyte), de 43,8 a 66,2% dans 
les BFU-E (burst-forming unit - erythroide), de 3,5 a 13,5% dans les CFU-GM 
(colony-forming unit - granulocyte /macrophage), de 0 a 9,3% dans CFU-G 
(colony-forming unit - granulocyte) et de 8,3 a 22,2% dans les CFU-M 
(colony-forming unit - macrophage). (L'efficacite de transfert est augmentee 
par rapport aux conditions de transfection de CFU-GEMM sans TGF-p). 

La prestimulation par Tanti-TGF-p augmente la stabilite de l'expression 
du gene pendant le developpement des CFU-GEMM. 

Etant donne que les CFU-C-EMM representent une sous-population du 
compartiment de la cellule souche qui prend part a la reconstitution 
hematopoietique a long terme (Lu, L., Xiao, M., Shen, R.-N., Grisby, S & 
Broxmeyer, H. E. (1993) Blood 81, 41-48), on a analyse la stabilite ' de 
Texpression du gene pendant le developpement des CFU-GEMM en colonies 
mixtes. Dans le tableau 3, les CFU-GEMM sont classes selon le pourcentage de 
cellules exprimant nls-lacZ, a rinterieur de chacune des colonies. La 
prestimulation par du serum anti-TGF-p augmente le nombre de colonies 
contenant de 90 a 100% de cellules exprimant le gene nls-lacZ. Ce type de 
CFU-GEMM ne se developpe pas dans les cultures de cellules qui ne som pas 
prtstimulees par un serum anti-TGF-p. Au contraire, cette sous-population 
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represente 41,2% de toutes les CFU-GEMM transduites apres la prestimulation 

par du serum anti-TGF-p. 

On a determine si la tattle des colonies est modifiee par le transfer! de 
genes. On observe que le nombre de cellules n'est pas different de facon 
significative dans les colonies transduites par nls-lacZ par rapport a celles qui ne 
le sont pas. 

Tableau 1. Le serum anti-TGF-p ajoute pendant une prestlmulation de 
10 h augmente l'efficactti de transfert de gene. 



Heures 


Antiserum 
anti-TGF-p 


Nombre total de 
colonies 


Colonies 
transferees 


% de transfert 


0 


+ 


103 (± 16) 
94 (± 18) 

df =2;p = 0.330 


K±0) 
2 (±2) 

df=2;p = 0.028 


1.1 (± .05) 
1.54 (± .4) 
df= 2; p = 0.128 


10 


+ 


74 (±19) 
125 (+ 15) 
df=3; p = 0.001 


15 (± 5) 
51 (±10) 

df = 3; p = 0.0004 


23.8 (±9.0) 
24.8 (± 2.09) 
df= 3;p =0.034 


20 


+ 


110 (±7) 
140 (±4) 

df= 2;p = 0.015 


24 (±5) 
35 (± 4) 

df =2;p = 0.085 


23.5 (± 1.66) 

24.8 (± 2.2) 

df =2;p = 0.394 


48 


+ 


91 (± 15) 
113 (±10) 
df=2;p = 0.138 


20 (±6) 

21 (±4) 

df =2;p = 0.440 


21.9 (±3.7) 
18.7 (±2.2) 
df=2;p = 0.394 



Le nombre de colonies est obtenu avec 10 3 cellules/ml mises en culture 
dans de la methylcellulose comme decrit dans Materiel et Methodes. 
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Tableau 2. Effet du serum anti-TGF-p sur I'efficacite de transfert dans 
different* types de progeniteurs hematopoietiques. 



1 Proceniteurs 




% de transfert 


% de transfert 


I 




sans prestimulation 


avec prestimulation J 






par i anti- 1 Lxr-p 


avec ranti-TGF-0 1 




NnmhrP tr\tn) Ha r»rklr»ni ao 

i^uiiiuic luuii uc colonies 


11 


21 




tolrtTllAC trQ ricfAr'tAAC 


0 


20 


fCFU-GEMM 


% rff* francf/*rt 
/o uc UallMvll 




95 




iiuiiiurc loiai ue colonies 


67 


83 


BFU-E 


V^UlUlJlCd Li dJlMCLlCCS 


1 n 
19 


55 




/0 UC U allMCIi 


43.8 






Nnmnrp tr\to 1 Ha /*rtls\n«A«> 
i^UlilUiv lULai UC COJOIUcS 


28 


IT 

38 


CFU-GM 


Colon if*Q trancft»ptAAc 

^v/hjijjco Ll allolCUlCCa 


i 
1 


5 




% de transfert 


3.5 


13.5 




Nombre total de colonies 


21 


43 


CFU-G 


Colonies transfectdes 


0 


4 




% de transfert 


0 


9.3 




Sombre total de colonies 


12 


18 


CFU-M 


Colonies transferees 


1 


4 




% de transfert 


8.3 


22.2 



CFU-GEMM : colony-forming unit - granulocyte/erythrocyte/ 

macrophage/megacaryocyte; 

BFU-E : burst-fonning unit - erythroTd; 

CFU-GM : colony-forming unit - granulocyte/macrophage; 

CFU-G : colony-forming unit - granulocyte; 

CFU-M : colony -forming unit - macrophage. 



Ceci est le resultat d'une experience parmi 3 experiences similaires. 
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Tableau 3. Distribution des CFU-GEMM transfectdes selon la stabilite 
de Texpression du gene nls-Lac-Z pendant le ddveloppement de la colonic 



1 — 


Sans serum anti-TGF-P 


Avec s 


erum anti-TGF-P 


I % de cellules 
1 exprimant le 
gene 
nls-Lac-Z 
dans chaque 
colonie mixte 


% 
de 
colonies 
mixtes 


Nombre de cellules 
par colonie mixte 


% 
de 
colonies 
mixtes 


Nombre de cellules 
par colonie mixte 


90-100 


0 


118 706(116 300) 


41,2 


152 776 (± 18 336) 


I 40-90 


66.6 


121' 766 (±10 821) 


35,3 


156 456 (±19 069) 


1 0-40 


33.3 


122 313 (± 13 590) 


23,5 


169 963 (± 16 919) | 



Les resultats represented la moyenne (± SD) de 3 experiences 
independantes. 

Tableau 4. 

Effet de rantisenim anti-TGF-P et/ou de l'anti-interferon (IFN) sur le 
titre du surnageant produit par les cellules NB16. 

Surnageant Controle Antiserum anti-IFN Antiserum anti-TGF-p 



CFU/10-5 6 (± 4.4) 

nombre d'experiences (n=6) 



65.8 (± 68.7) 



(n=6) 



38.2 (± 42.02) 



(n=4) 



Des cellules NB16 ont tt€ cultivees en absence ou en presence d'anti- 
TGF-P ou d'anti-interferon. 

Us surnageants sont ensuite ajoutes a des cultures de cellules 3T3 non 
confluantes. Lorsque les cellules sont confluantes, elles sont colorees par le X- 
Gal et les foyers viraux sont compt6s et le titre est exprime par le nombre de 
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foyers viraux multiplie par 1' inverse de la dilution du surnageant de depart 
(CFU : Colony Forming Unit). 

L' addition d'anti-TGF-p ou d'anti-interferon pendant la coculture peut 
augmenter le pourcentage de transfert (resultat non montre) dans les ceUules 
hematopoietiques par un effet direct sur la lignee productrice. Le tableau 4 
montre, en effet, que lorsqu'on ajoute aux cellules NB16 de Tanti-TGF-p ou un 
agent viral comme un anti-interferon, on augmente le titre du surnageant. En 
effet, le surnageant obtenu apres traitement par 1* anti-interferon augmente de 11 
fois le nombre de foyers d'infection et avec l'anti-TGF-P, il augmente de 6 fois. 

EXEMPLE 2 

On donne ci-apres les r&ultats obtenus dans des essais comparatifs de 
prestimulation avec ou sans anti-inhibiteur du cycle cellulaire. 
But de T experience : 

On souhaite sortir de la phase de repos des progeniteurs primitifs qui 
seraient sous le controle d'un TGFp autocrine. Cette sortie est obtenue apres un 
temps de stimulation court (10 heures) puis le phenomene est mis en evidence 
par mise en culture semi-solide des progeniteurs actives et lecture du nombre de 
colonies mixtes apres 21 jours de culture (Fauser A. A. et Messner H.A. (1979), 
Identification of megakaryocytes, macrophages, and eosinophils in colonies of 
human bone marrow containing neutrophilic granulocytes and erythroblasts. 
Blood, 53:1023-1027). 

Procotole experimental : 

Purification des cellules CD34+ de sang de cordon ombilical. 
Les cellules sont incubees dans 2 milieux de base differents : 
A : milieu GTL 

B : milieu liquide standard avec 10% de serum de veau foetal. 

La composition du milieu GTL est decrite dans l'article suivant "Specific 
role of lipids, transferrin and insulin in defined media for cells of the human 
hematopoietic and immune systems" J. Hatzfeld, A. Hatzfeld, J. Maigne, M. 
Sasportes, R. Willis and D.B. Mc Clure in Cold Spring Harbor Conferences on 
Cell proliferation vol. 9, Growth of Cells in hormonally defined media, 1982, 
pp. 703-710. 

La composition du milieu GTL est la suivante: 

IMDM : milieu de base 

+ 1 mg/ml serum albumine bovine delipidee reconstitute avec 5 /xg/ml 
acide oleique, 5 ng/m\ acide linoleique, 1 jtg/ml acide palmitique, 
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+ transferrine 5 ng/mi ("Specific role of lipids, transferrin and insulin in 
defined media for cells of the human hematopoietic and immune systems" J. 
Hatzfeld, A. Hatzfeld, J. Maign6, M. Sasportes, R. Willis and D.B. Mc dure 
in Cold Spring Harbor Conferences on Cell proliferation vol. 9, Growth of 
Cells in hormonally defined media, 1982, pp. 703-710). 

La composition du milieu standard est la suivante: 

IMDM + 10% serum de veau foetal 

1 mg/ml serum albumine bovine 

2 mM glutamine 

10 fig/tal transferrine 
4xl0 -5 M P-mercaptoethanol. 
A ces deux milieux de base sont ajoutees 6 au moins des cytokines 
suivantes : IL1. IL2, IL3, IL4, IL5, IL6, IL7, IL11, GCSF. SF, EPO, GM- 
CSF, FL, TPO, FGF, insuline ou des synthokines activant les recepteurs 
correspondant a ces cytokines. 

Dans chaque groupe de milieux A et B , on teste les conditions suivantes: 

1) controle : rien d' autre n* est ajoute, 

2) addition d'un anticorps anti-TGFP provenant de Stem GEM* CNRS, 
7 rue Guy M6quet, 94801 Villejuif, FRANCE. 

Les cellules sont mises a l'etuve pendant 10 heures a 37°C, 5% C02; 
1000 cellules dans 0,4 ml de milieu. 

A la fin de la periode de pr&timulation, on ajoute 2,1 ml de milieu semi- 
solide aux cellules. On met en incubation pendant 21 jours a 37°C, 5% CO. 

Resultats : 

Chaque chiffre represente la moyenne de deux boites. Ne sont presentes 
que les comptages des colonies mixtes (colonies constituees de cellules rouges 
+ un ou plusieurs types de lignages de cellules blanches) qui proviennent des 
cellules les plus immatures. 

Exp A Exp B Exp C 

Controle (1) 8 6 1 

En presence d' anticorps 15 12 4 

anti-TGFP (2) 
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EXEMPLE 3: 



Par ailleurs, on a verifie que des combinaisons de facteurs plus elaborees 
que celles deja utilisees n'ont pas un effet aussi efficace que l'anti-TGFp. 

On a compare de nombreuses combinaisons de cytokines plus Elaborees 
que les pree6dentes dans des cultures avec ou sans anti-TGF-p. On observe que 
certaines combinaisons de cytokines peuvent avoir un effet semblable a Teffet de 
lanti-TGF-p sur les colonies qui se developpent rapidement et done proviennent 
de progemteurs tardifs deja actives. Par contre, I'effet de I'anti-TGF-P ne peut 
etre remplac6 par aucune combinaison de cytokines pour le developpement de 
colonies sur 18 jours. 

Par ailleurs, s'il dtait connu que les cytokines induisent le recepteur 
amphotropique des retrovirus utilised pour un transfert de genes, on a montre, 
grace a Tinvention, que 1'anti-TGFp augmente I'expression des recepteurs de 
cytokines, done leur action, done I'expression des recepteurs amphotropes, done 
le transfert de genes. L' augmentation de I'expression des rdcepteurs de 
cytokines pour l'anti TGF-p est surtout nette sur les cellules au repos. 

EXEMPLE 4: 

Experience en condition de cultures unicellulaires (cellules CD34+CD38 
faibles) comparant 1'effet de FL/bFGF (Ligand Flik/facteur de croissance 
fibroblastique basique) et anticorps anti-TGF-p l(provenant de Stem GEM*) 
dans le milieu suivant: milieu B: serum /IL3/IL67SF/GCSF) a JO, et milieu 
B+GMCSF+EPOa J12. 

On a utilise quatre conditions de milieu de culture : 

1. milieu standard avec 24% serum de veau foetal et 4 cytokines (IL3 
IL6, SF, GCSF), 

2. milieu standard avec 10% serum de veau foetal et 4 cytokines (IL3 
IL6, SF, GCSF) + FL/bFGF, 

3. milieu standard + anticorps anti-TGFp (provenant de Stem GEM*), 

4. milieu standard + FL/bFGF + anticorps anti-TGF-p (provenant de 
Stem GEM*). 

Resultats : 

Les quatre conditions donnent les rgsultats suivants : 
- Pour la mise en cycle des cellules : 

1. 50% des cellules donnent des clones de plus de 100 cellules, 

2. 75% des cellules donnent des clones de plus de 100 cellules, 
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3. 75% des cellules donnent des clones de plus de 100 cellules, 

4. 75 % des cellules donnent des clones de plus de 100 cellules, 
II n'y a done pas d'effet additif dans la combinaison 4). 

1. II semblerait que ce soft la meme population qui soft en cause. 

- Pour la proliferation, les conditions 2 et 3 donnent les resultats suivants : 

2. 15-20% des clones contiennent plus de 10 4 cellules, 

3. 50% des clones contiennent plus de 10 4 cellules. 

Done l'anticorps anti-TGF-P est plus efficace que le FL/bFGF. 

- Sur la nature des cellules obtenues : 

. avec la combinaison 2, on obtient surtout des G et des M (cellules plus 
matures) e'est-a-dire des granulocytes et des monocytes, 

. avec les combinaisons 3 et 4, on obtient surtout des cellules rouges et des 
mixtes (e'est-a-dire melange de cellules rouges et de cellules blanches). 

Done ranticorps induit la mise en cycle de cellules plus precoces puisque 
e'est seulement avec l'anticorps anti-TGF-P qu'on stimule les voies erythroides 
ou mixtes. 

L'ensemble de ces resultats permet de degager les avantages du traitement 
court par l'anti TGF-p selon 1' invention. 

Toutes les publications concernant le transfert de genes insistent sur les 
deux parametres importants d'un transfert efficace : un surnageant a titre viral 
eleve et la mise en cycle de la cellule a infecter. C'est la raison pour laquelle on 
stimule les cellules souches avec des cytokines. Dans les publications, la 
stimulation a lieu pendant plus de 72 heures et concerne des cellules deja en 
cycle. Au bout de 72 heures, beaucoup de ces cellules ont deja commence a se 
differencier. Les cellules qui sont infectees sont done beaucoup moins 
immatures qu'au depart. Avec l'anti-TGF-P, et conformement au procede de 
l'invention, les cellules sont stimulees un temps tres court et sont des cellules 
initialement au repos. Elles n'ont eu que le temps d'entrer en cycle sans se 
differencier ou peu. Le procede de l'invention permet de les remettre en phase 
de repos imm6diatement apres le transfert de genes grace a un court traitement 
par du TGF-p. Par consequent, les cellules qui sont transferees sont plus 
immatures, ce qui est le but recherche en therapie genique utilisant la cellules 
souche hpmatopoietique. Ce procede est applicable a d'autres types de cellules 
en utilisant eventuellement d'autres anti-inhibiteurs du cycle cellulaire (anti Rb : 
anti-gene de susceptibilite au retinoblastome, anti INK : anti-inhibiteur de 
kinase, etc). 

Ces anti-inhibiteurs peuvent etre des oligonucleotides anti-sens, des 
anticorps bloquants, des inhibiteurs naturels ou de synthese. 
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REVENDICATIONS 



1. Utilisation de moyens de blocage d'au moins un inhibiteur du cycle 
cellulaire pendant une duree n'excedant pas 72 h, et n'excedant pas de 
preference 36 h. et notamment inftrieure a environ 20 h, et de preference 
d'environ 1 a 15 h, et de preference d'environ 1 a 10 h, dans une culture de 
cellules souches, afin de liberer les cellules souches de leur Stat de repos. 

2. Utilisation selon la revendication 1, de moyens de blocage d'au moins 
un inhibiteur du cycle cellulaire dans un test de comparaison, d'une part, entre 
une culture de cellules souches dans un milieu contenant les sus-dits moyens de 
blocage d'au moins un inhibiteur du cycle cellulaire et, d 'autre pan, entre une 
meme culture de cellules souches que celle mentionnee ci-dessus dans un milieu 
ne contenant pas de sus-dit moyen de blocage d'au moins un inhibiteur du cycle 
cellulaire, afm de determiner le degre de maturite des sus-dites cellules souches. 

3. Utilisation selon la revendication 1, de moyens de blocage d'au moins 
un inhibiteur du cycle cellulaire dans une culture de cellujes souches , afin de 
liberer les cellules souches de leur etat de repos, suivie d'une etape de transfert 
de genes dans les sus-dites cellules souches. 

4. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 3 dans laquelle les cellules 
souches sont des cellules hematopoietiques et les moyens de blocage d'au moins 
un inhibiteur du cycle cellulaire sont consumes par de I'anti TGF-p. 

5. Cellules, notamment cellules souches hematopoietiques, contenant tout 
ou partie d'un gene heterology dans leur genome, susceptibles d'etre obtenues 
selon le procede comprenant les etapes suivantes: 

- la prestimulation de cellules au repos, notamment des cellules souches 
hematopoietiques au repos dans un milieu contenant: 

* des moyens de blocage directs ou indirects d'au moins un 
inhibiteur du cycle cellulaire des dites cellules, notamment des dites cellules 
souches hematopoietiques pendant une duree suffisante pour liberer les cellules, 
notamment les cellules souches hematopoietiques de leur etat de repos, et 
n'excedant pas de preference 72 h, et n'excedant pas de preference 36 h, et est 
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notanunent inferieure a environ 20 h, et est de preference d'environ 1 h a 15 h, 
et de preference d'environ 1 h i 10 h, et 

* des substances, notamment des cytokines, pour permettre 
r activation d'un cycle cellulaire et/ou ulterieurement la traversee d'au moins un 
cycle cellulaire, 

- Tetape de transfert par la mise en presence des cellules, notamment des 
cellules souches hematopoietiques obtenues a Tetape prec6dente avec tout ou 
partie d'un gfene heterologue, dans un milieu permettant le transfert de tout ou 
partie du gene heterologue dans le genome des cellules, notamment de cellules 
souches hematopoietiques, pour obtenir des cellules, notamment des cellules 
souches hematopoietiques comportant tout ou partie d'un gene heterologue, 

- la recuperation 6ventuelle des cellules, notamment des cellules souches 
hematopoietiques obtenues a Tetape precedente. 

6. Cellules souches hematopoietiques contenant dans leur genome tout ou 
partie d'un gene heterologue, et ayant un potentiel de multiplication figal ou 
superieur a 10 6 et un potentiel de differentiation susceptible de couvrir tous les 
lignages hematopoietiques. 

7. Cellules, notamment cellules souches selon l'une des revendications 5 
ou 6, comportant, a l'interieur d'elles memes ou suf leur surface, des moyens de 
blocage de tout inhibiteur de leur cycle cellulaire. 

8. Cellules, selon l'une quelconque des revendications 5 a 7, a I'etat de 
repos. 

9. Cellules, notamment cellules souches hematopoYetiques selon Tune des 
revendications 5 a 8, dans lesquelles les moyens de blocage sont consumes par 
ceux choisis parmi: les anti-inhibiteurs du cycle cellulaire, par exemple des 
agents bloquant les genes suppresseurs de tumeurs, des antagonistes du TGF-(i 
tels que des antisens du TGF-P, des anticorps neutralisants le TGF-p, des 
recepteurs solubles du TGF-p ou des inhibiteurs naturels ou de synthese du 
TGF-p, ou des inhibiteurs de la voie de synthese du TGFp. 

10. Cellules souches hematopoietiques selon Tune des revendications 5 a 
9, dans lesquelles tout ou partie du gene heterologue peut etre choisi parmi les 
genes suivants: marqueurs: Neo (gene de resistance a la neomycine), CD2 
(antigene leucocytaire), nls-Lac-Z, ou des genes corrigeant une hematopathie ou 
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tout autre pathologie telle que ADA (gel de I'adenosine deaminase), ALDP 
(gene corrigeant adrenoleucodystrophie), TK (gene suicide permettant de tuer 
des cellules en presence d'acyclovir sous le controle de promoteurs viraux). 

11. Procdde de transfert de tout ou partie d'un gene heterologue dans le 
genome de cellules activees a partir d'un etat de repos, notamment de cellules 
souches hematopoietiques activees a partir d'un etat de repos, caracteris* en ce 
qu'il comprend les tapes suivantes: 

- la prestimulation de cellules au repos, notamment des cellules souches 
hematopoietiques au repos dans un milieu contenant: 

* des moyens de blocage directs ou indirects d'au moins un 
inhibiteur du cycle cellulaire des dites cellules, notamment des dites cellules 
souches hematopoietiques pendant une duree suffisante pour liberer les cellules, 
notamment les cellules souches hematopoietiques de leur etat de repos, et 
n'excedant pas de preference 72 h, et n'excedant pas de preference 36 h, et est 
notamment inferieure a environ 20 h, et est de preference d'environ 1 h a 15 h, 
et de preference d'environ 1 h a 10 h, et 

* des substances, notamment des cytokines, pour permettre 
I'activation d'un cycle cellulaire et/ou ulterieurement la traversee d'au moins un 
cycle cellulaire, 

- 1'etape de transfert par la mise en presence des cellules, notamment des 
cellules souches hematopoietiques obtenues a 1'etape precedente avec tout ou 
partie d'un gene heterologue, dans un milieu permettant le transfert de tout ou 
partie du gene heterologue dans le genome des cellules, notamment de cellules 
souches hematopoietiques, pour obtenir des cellules, notamment des cellules 
souches hematopoietiques comportant tout ou partie d'un gene heterologue, 

- la recuperation eventuelle des cellules, notamment des cellules souches 
hematopoietiques obtenues a 1'etape prec6dente. 

12. Precede selon la revendication 11, dans lequel 1'etape de transfert de 
tout ou partie du gene heterologue se fait avec une coculture de cellules, 
notamment des cellules souches hematopoietiques, prestimulees selon la 
premiere etape de la revendication 11, et de cellules produisant un vecteur, tel 
qu'un vecteur viral ou un retrovirus, contenant tout ou partie du gene a 
transferer. 

13. Precede selon la revendication 11, dans lequel 1'etape de transfen de 
tout ou partie du gene heterologue se fait en mettant en presence de cellules. 
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notamment de cellules souches, prestimulees selon la premiere etape de la 
revendication 11, et du surnageant de cellules contenant un vecteur, tel qu'un 
vecteur viral ou un retrovirus comprenant tout ou partie du gene a transferer. 

14. Precede selon Tune des revendications 11 a 13, dans lequel tout ou 
partie du gene a transferer provient d'un vecteur, tel qu'un vecteur viral ou un 
retrovirus produit par une culture productrice a laquelle est additions un agent 
viral, tel qu'un anti-TGF-P, un anti-interferon ou tout agent stabilisateur de 
vecteur. 

15. Precede selon Tune des revendications 11 a 14, dans lequel le milieu 
de prestimulation comprend: IMDM (Iscove Dubelcco Modified Medium), 
(Stem GEM*) correspondant a un milieu conimercialise par le C.N.R.S.), des 
cytokines, des antagonistes du TGF-P tels que des oligonucleotides antisens du 
TGF-P, des anticorps neutralisants le TGF-p, des recepteurs solubles du TGF-P 
ou des inhibiteurs naturels ou de synthase du TGF-p, des anticorps neutralisants 
le TGF-p, des recepteurs solubles du TGF-P ou des inhibiteurs naturels ou de 
synthese du TGF-p, des combinaisons de cytokines susceptibles de bloquer dans 
un espace de temps court (inferieur a 72 h. de preference inferieur a 10 h), les 
inhibiteurs du cycle cellulaire des cellules souches quiescentes. 

16. Precede selon Tune des revendications 11 a 15, dans* lequel les 
cytokines sont choisies parmi une combinaison d'au moins 4 cytokines choisies 
parmi les cytokines suivantes: IL1, IL2, IL3, 114, IL5, IL6, IL7, IL11, GM- 
CSF (granulocyte-monocyte colony stimulating factor), G-CSF, facteur Steel 
(SF), ligand de FLT3 (FL), erythropoletine, TNF, UF, thrombopoietine, et 
insuline ou synthokines de synthese. 

17. Procede selon Tune des revendications 11 a 16, dans lequel le milieu 
permettant le transfert de tout ou partie du gene heterologue est constitue par, 
ou comprend: DMEM, et eventuellement IMDM, des cytokines, et 
eventuellement un antagonize du TGF-p, des anti-interferons, ou tout autre 
agent viral, permettant d'augmenter la production et/ou la stabilite du vecteur 
viral ou du retrovirus, contenant le gene a transfecter. 

18. Procede, selon Tune des revendications 11 a 17, comprenant a Tissue 
de l'etape du transfert de tout ou partie du gene heterologue, la culture des 
cellules souches hematopoietiques comportant dans leur genome tout ou partie 
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d'un gene heterologue dans un milieu approprie. notamment un milieu liquide 
ou un milieu semi-solide, pour obtenir des cellules hematopoietiques 
differenciees, notamment les cellules differenciees du sang. 

19. Precede" selon Tune des revendications 11 a 17, comprenant a Tissue 
de retape de transfert de tout ou partie du gene heterologue, une tape de 
remise a l'6tat de repos des cellules, notamment des cellules souches 
hematopoietiques contenant tout ou partie du gene heterologue, cette tape 
pouvant etre effectuee a 1'aide d'au moins un inhibiteur du cycle cellulaire, tel 
que le TGF-p. 

20. Procede permettant d'augmenter le litre d'un vecteur, tel qu'un 
vecteur viral, ou un retrovirus, lequel vecteur est produit par une culture 
productrice, par addition a ladite culture d'un agent viral tel qu'un anti-TGF-p. 
un anti-interferon, ou de tout agent stabilisateur de vecteur. 

21. Procede de determination du degre de maturitd de cellules souches. 
notamment hematopoietiques, caracteris^ en ce qu'il comprend les topes 
suivantes : 

- on effectue la culture d'un premier ensemble de cellules souches, 
notamment hematopoietiques, dans un milieu approprie a leur culture, mais ne 
contenant pas de moyens de blocage d'au moins un inhibiteur du cycle 
cellulaire, pendant environ 14 a environ 28 jours, de preference 18 jours, 

- on effectue la culture d'un deuxieme ensemble de cellules souches, 
notamment hematopoietiques, de meme nature et de meme degre de maturity 
que celles mentionnees ci-dessus, dans un milieu approprie contenant des 
moyens de blocage d'au moins un inhibiteur du cycle cellulaire, ces moyens de 
blocage tant presents, dans le milieu de culture a une concentration efficace, 
pendant une penode n'exc&iant pas 72 h, de preference d'environ 1 a 15 h et de 
preference encore, de 1 a 10 h, cette culture ayant lieu pendant la meme duree 
que celle du premier ensemble de cellules souches, 

- on compare, 18 jours apres la mise en culture de chacun des deux 
ensembles de cellules souches, le nombre et la nature des colonies, la difference 
des sommes des colonies a haut potemiel proliferatif (HPP-CFC-HPP-MEG, 
HPP-GEMM) respectivement entre celle du deuxieme ensemble et celle du 
premier ensemble correspondant aux colonies HPP-Q. 
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